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"摘要#

!

目的
!

观察壮药依肝达对环磷酰胺诱导的免疫抑制小鼠免疫功能的调节作用%方法
!

将小鼠分

为空白组!模型组!阳性组"左旋咪唑
%&;

V

&

5

V

$!依肝达高'中'低剂量组"依肝达剂量分别为
$-&%%

'

/&;%

'

0&1;

V

生药&
5

V

$!每组
$1

只%除空白组外!其余各组小鼠腹腔注射环磷酰胺"

%&0

V

&

5

V

$制作免疫抑制模型!造模同

步灌胃给药!最后检测用药后小鼠血清溶血素"

K

V

E

$水平!巨噬细胞吞噬功能!补体
F'

'

F0

水平!迟发超敏反应

及脾淋巴细胞增殖作用%结果
!

与模型组比较!壮药依肝达可显著提高小鼠
K

V

E

的水平!增强巨噬细胞吞噬功

能!提高补体
F'

水平!增强迟发超敏反应及脾淋巴细胞增殖能力!差异均有统计学意义"

O

$

%&%;

$%结论
!

壮

药依肝达可增强免疫抑制小鼠免疫功能%
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壮药依肝达是由饭汤子*田基黄*三姐妹
'

味药

组成%其中饭汤子具有清热利湿*活血止血的功效&田

基黄有散瘀止痛*清热利湿*消肿解毒的功效&三姐妹

具有发散风寒*解毒*消肿止痛的功效)三味药在广

西地区广泛用于治疗急慢性肝炎'

$.'

(

)依肝达以饭汤

子为公药%田基黄与三姐妹为母药组成复方中药%用

于乙型肝炎治疗%课题组前期研究已证实其不仅能抗

乙型肝炎病毒'

0.)

(

%而且有保肝降酶的作用'

-

(

%故本实

验以免疫抑制小鼠为模型%观察依肝达对免疫抑制小

鼠免疫功能的影响%以阐明依肝达是通过直接抑制病

毒*保肝护肝及增强免疫功能三个方面协同起到治疗乙

型肝炎的%为进一步研究其作用机制提供药理学基础%

现报道如下)

D

!

材料与方法

D&D

!

动物*试剂及仪器
!

无特定病原体#

DJT

$级昆明

小鼠%体质量
$/

$

11

V

%雌雄兼用%购自广西医科大学

实验动物中心#生产许可证号!

DFLg

桂
1%%(.%%%1

$%

适应喂养
'!

后进行实验)环磷酰胺#江苏恒瑞医药

%$-1

重庆医学
1%$(

年
/

月第
0/

卷第
$)

期

"

基金项目!国家,十一五-科技支撑计划课题#

1%%)GRK%)R$-.%'

$)

!

作者简介!李以军#

$(-%I

$%主管药师%本科%主要从事中药临床药学

研究)

!

#

!

通信作者%
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股份有限公司%批号
='1%1%/;-

$&刀豆蛋白#

F",R

%

美国
D#

V

89

公司%批号
F/$$%

$&印度墨水#北京市西

中化工厂%批号
%)%;10

$&盐酸左旋咪唑片#桂林南药

股份有限公司%批号
$1%1%1

$&

<JEK.$)0%

培养基#美

国
f#P6"

公司%批号
$10'%(-

$&

1

%

0.

二硝基氯苯

#

BSFG

%成 都 西 亚 化 工 股 份 有 限 公 司%批 号

1%$%%1$)$

$&紫外分光光度计#美国
J7#<#,Q:87O

公

司$&电子天平#德国
D9O3"O#Y+

公司%型号
GJ1$$B

$&

酶标仪#奥地利
DY,O#+7

公司$&高速低温离心机#德国

G#"WY

V

7D3"63"+

公司$)

D&E

!

方法

D&E&D

!

药物的制备
!

依肝达浸膏!由广西中医药大

学药学院药剂教研室制备)制备方法!取三姐妹
1%%

V

*饭汤子
'%%

V

*田基黄
$;%

V

%混匀后用
$%

倍体积量

(;_

乙醇浸泡
12

后水浴回流提取
$&;2

%趁热过滤%

药渣继续用
/

倍体积量
(;_

乙醇水浴回流提取
$&%

2

%趁热过滤%再合并两次滤液浓缩得
0%&0

V

黑棕色浸

膏%

$&%

V

浸膏相当于
$'&)

V

生药量)依肝达高剂量!

取
$%&%

V

浸膏#相当于
$')&%

V

生药量$用纯净水溶

解稀释定容至
$)%8@

%得
%&/;

V

生药"
8@

&依肝达中

剂量!取高剂量依肝达加纯净水稀释
$

倍&依肝达低

剂量!取中剂量依肝达加纯净水稀释
$

倍)

D&E&E

!

依肝达对免疫抑制小鼠血清溶血素#

K

V

E

$水

平的影响
!

将
DJT

级昆明小鼠按体质量分为空白组

#生理盐水$%模型组#生理盐水$%阳性组#左旋咪唑

%&;

V

"

5

V

$%依肝达高*中*低剂量组#依肝达剂量分别

为
$-&%%

*

/&;%

*

0&1;

V

生药"
5

V

$%每组
$1

只小鼠)各

组灌胃给药%

$

次"
!

%连续
$%!

%给药体积均为
1%

8@

"

5

V

)除空白组外%其余各组小鼠从给药第
$

天

起%每
1

天 背 部 皮 下 注 射 环 磷 酰 胺 溶 液%剂 量

%&0

V

"

5

V

)在第
;

天%每只小鼠腹腔注射
;_

#

U

"

U

$的

鸡红细胞悬液
%&18@

)小鼠末次给药
$2

后%拔眼球

取血%离心制备血清%参照血清
K

V

E

的检测方法'

/

(

%先

用生理盐水将血清稀释
;%%

倍后取
%&;8@

加入试管

中#空白对照用生理盐水代替血清$%再依次加入
%&;

8@

的
;_

鸡红细胞悬液*

$%_

补体#采集
'

只豚鼠

血%混合分离血清%用生理盐水稀释成
$%_

浓度$*生

理盐水%充分混匀后%

'-`

孵育
$2

%

'%%%O

"

8#,

离心

;8#,

%取上清液测量其
;0%,8

处光密度值#

86

$值%

按 下 面 公 式 计 算
K

V

E

水 平 以
=FK

V

E

表 示)

=FK

V

Ei

标本血清的
86

值
b

稀释倍数)

D&E&F

!

依肝达对免疫抑制小鼠巨噬细胞吞噬功能的

影响
!

末次给药
$2

后%参照巨噬细胞吞噬功能测定

方法'

(

(

%各组小鼠尾静脉注射
$%_

印度墨水#

%&$

8@

"

$%

V

$)分别于注射后
18#,

#

3$

$*

$%8#,

#

31

$用

毛细管从眼眶取血
%&%18@

%加入含
18@%&$_

S9

1

F>

'

溶液的试管中混匀%在波长
)%%,8

下测
86

值#得
86$

*

861

值$)然后取出肝和脾称质量%按下

面公式计算吞噬指数
g

值和吞噬系数
!

值)

gi

#

:

V

86$I:

V

861

$"#

31I3$

$%

!

i$

"

'bgb

体质量"

#肝质量
a

脾质量$)

D&E&G

!

依肝达对免疫抑制小鼠补体
F'

*

F0

水平的影

响
!

末次给药
$2

后小鼠眼球取血%低温分离血清%当

日送往广西中医药大学第一附属医院检测补体
F'

*

F0

水平)

D&E&H

!

依肝达对免疫抑制小鼠迟发型超敏反应的影

响
!

各小鼠第
$

天给药后均腹部脱毛%并在脱毛部位

均匀涂上
$_ BSFG

丙酮溶液致敏)末次给药
$2

后%在各小鼠右耳均匀涂抹
$_BSFG

丙酮溶液%

102

后处死小鼠%剪下左*右耳壳%用
/88

打孔器在双耳

同一部位打下耳片并称质量%计算左*右耳片质量

差值)

D&E&M

!

依肝达对免疫抑制小鼠脾淋巴细胞增殖作用

的影响
!

于末次给药后第
1

天处死小鼠%参照脾淋巴

细胞增殖实验方法'

$%

(

%无菌环境中取脾%用无菌
B.

=9,5+

液冲洗后%

1%%

目不锈钢细胞筛过滤%细胞液

$%%%O

"

8#,

离心%弃上清液%加入红细胞裂解液%吹

打混匀后离心%弃上清液%用
B.=9,5+

液洗涤
1

次后

转移至含
$%_

小牛血清
<JEK.$)0%

培养液中%于

F>

1

培养箱中培养
12

%培养液中悬浮着脾淋巴细胞%

小鼠脾巨噬细胞贴壁生长%分离脾淋巴细胞后%将细

胞浓度调成
$b$%

-

"

8@

%加入
()

孔板%每孔
$%%

&

@

%

再加入含有
F",R

的培养液
$%%

&

@

%使
F",R

终浓度

为
$%

&

V

"

8@

)置培养箱培养
002

%四甲基偶氮唑蓝

#

E??

$法检测%用酶标仪在波长
;-%,8

处测
86

值)

D&F

!

统计学处理
!

采用
DJDD$'&%

软件分析数据%计

量资料采用
PdL

表示%组间比较采用方差分析%以

O

$

%&%;

为差异有统计学意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

依肝达对免疫抑制小鼠血清
K

V

E

水平的影响
!

模型组小鼠的血清
K

V

E

水平低于空白组%差异有统计

学意义#

O

$

%&%$

$)与模型组比较%阳性组%依肝达

高*中*低剂量组
K

V

E

水平均有显著提高%差异均有统

计学意义#

O

$

%&%$

$)见表
$

)

表
$

!!

依肝达对小鼠
K

V

E

水平的影响%

PdL

&

组别
%

剂量#

V

"

5

V

$

=FK

V

E

空白组
$1 I 1/1&(%d$-;&/$

模型组
$$ I /-&0%d0&)0

9

阳性组
$1 %&; $%1&(%d$%&%0

P

依肝达高剂量组
$1 $-&%% $%$&(%d-&/;

P

依肝达中剂量组
$1 /&;% $$%&'%d$1&%%

P

依肝达低剂量组
$1 0&1; $%)&(%d-&(%

P

!!

9

!

O

$

%&%$

%与空白组比较&

P

!

O

$

%&%$

%与模型组比较&

I

!无数据

E&E

!

依肝达对免疫抑制小鼠巨噬细胞吞噬功能的影

$$-1

重庆医学
1%$(

年
/

月第
0/

卷第
$)

期



响
!

模型组小鼠吞噬指数
g

与吞噬系数
!

较空白组

降低%差异有统计学意义#

O

$

%&%;

或
O

$

%&%$

$%说

明免疫抑制小鼠模型制备成功)与模型组比较阳性

组小鼠的吞噬指数
g

与吞噬系数
!

升高%差异均有统

计学意义#

O

$

%&%;

$)与模型组比较%高剂量依肝达

组小鼠吞噬指数
g

与吞噬系数
!

也升高%与模型组比

较%差异均有统计学意义#

O

$

%&%;

$)见表
1

)

表
1

!!

依肝达对小鼠巨噬细胞吞噬功能的影响%

PdL

&

组别
%

剂量

#

V

"

5

V

$

g

!

空白组
$1 I %&%'(d%&%%- ;&);d%&)1

模型组
$1 I %&%1'd%&%%/

P

0&--d%&(;

9

阳性组
$1 %&; %&%''d%&%%(

6

;&;$d%&)$

6

依肝达高剂量组
$$ $-&%% %&%''d%&%$$

6

;&-0d$&%/

6

依肝达中剂量组
$1 /&;% %&%1-d%&%%) ;&$/d%&00

依肝达低剂量组
$$ 0&1; %&%1/d%&%%( ;&1(d%&/1

!!

9

!

O

$

%&%;

%

P

!

O

$

%&%$

%与空白组比较&

6

!

O

$

%&%;

%与模型组比

较&

I

!无数据

E&F

!

依肝达对免疫抑制小鼠血清补体
F'

*

F0

水平的

影响
!

模型组小鼠血清补体
F'

*

F0

水平与空白组比

较%差异有统计学意义#

O

$

%&%;

$%说明免疫抑制小鼠

模型制备成功)与模型组比较%阳性组小鼠血清补体

F'

*

F0

水平均增高%差异有统计学意义#

O

$

%&%;

或

O

$

%&%$

$&依肝达高*中*低剂量组
F'

水平均升高%差

异有统计学意义#

O

$

%&%$

$%但对
F0

水平并无影响%

见表
'

)

表
'

!!

依肝达对补体
F'

$

F0

水平的影响%

PdL

&

组别
%

剂量

#

V

"

5

V

$

F0

#

V

"

@

$

F'

#

V

"

@

$

空白组
$1 I %&%1'd%&%%/ %&%10d%&%$1

模型组
$% I %&%$0d%&%$%

9

%&%$;d%&%%-

9

阳性组
$1 %&; %&%1$d%&%%)

P

%&%1;d%&%%-

6

依肝达高剂量组
$1 $-&%% %&%$'d%&%%/ %&%))d%&%$0

6

依肝达中剂量组
$1 /&;% %&%$$d%&%%/ %&%0$d%&%$;

6

依肝达低剂量组
$$ 0&1; %&%$(d%&%$1 %&%10d%&%%-

6

!!

9

!

O

$

%&%;

%与空白组比较&

P

!

O

$

%&%;

%

6

!

O

$

%&%$

%与模型组比

较&

I

!无数据

E&G

!

依肝达对免疫抑制小鼠迟发型超敏反应的影响

!

模型组小鼠左*右耳质量差值与空白组比较明显下

降%差异有统计学意义#

O

$

%&%$

$%提示迟发超敏反应

降低%免疫抑制小鼠模型制备成功)与模型组比较%

阳性组小鼠左*右耳质量差值显著增高%依肝达高剂

量组左*右耳质量差值显著增高%差异均有统计学意

义#

O

$

%&%;

$%见表
0

)

E&H

!

依肝达对免疫抑制小鼠脾淋巴细胞增殖作用的

影响
!

模型组小鼠脾淋巴细胞增殖能力较空白组显

著降低%差异有统计学意义#

O

$

%&%$

$%说明免疫抑制

小鼠模型制备成功)阳性组与依肝达高*中*低剂量

组小鼠脾淋巴细胞增殖能力较模型组均显著提高%差

异有统计学意义#

O

$

%&%$

$)见表
;

)

表
0

!!

依肝达对小鼠迟发超敏反应的影响%

PdL

&

组别
%

剂量#

V

"

5

V

$ 左*右耳质量差#

8

V

$

空白组
$1 I -&-;d%&((

模型组
$1 I )&')d$&%/

9

阳性组
$1 %&; -&')d%&(/

P

依肝达高剂量组
$1 $-&%% -&'1d%&-)

P

依肝达中剂量组
$1 /&;% )&-%d%&/-

依肝达低剂量组
$1 0&1; )&-)d$&%)

!!

9

!

O

$

%&%$

%与空白组比较&

P

!

O

$

%&%;

%与模型组比较&

I

!无数据

表
;

!!

依肝达对脾淋巴细胞增殖的影响%

PdL

&

组别
%

剂量#

V

"

5

V

$

86

值

空白组
; I $&'/d%&%-

模型组
; I %&/;d%&%-

9

阳性组
; %&; $&'%d%&$$

P

依肝达高剂量组
; $-&%% $&1-d%&$%

P

依肝达中剂量组
; /&;% $&1)d%&%(

P

依肝达低剂量组
; 0&1; $&1$d%&$%

P

!!

9

!

O

$

%&%$

%与空白组比较&

P

!

O

$

%&%$

%与模型组比较&

I

!无数据

F

!

讨
!!

论

!!

机体免疫功能低下是乙型肝炎患者的表现之

一'

$$

(

%主要原因是体内免疫功能长期处于耐受状态%

不能清除病毒而导致%针对乙型肝炎的治疗%需从抑

制病毒*保肝护肝和增强机体免疫功能
'

个环节同时

入手)壮药依肝达作为复方中药%能起到,多环节*多

靶点*综合调节-的临床作用%前期研究已发现其能抑

制乙型肝炎病毒复制及保肝降酶%故本研究着重探讨

其对机体免疫功能的作用)

机体免疫系统由免疫器官*免疫细胞及免疫活性

因子构成)免疫器官包括骨髓*胸腺*肝脏*淋巴结*

脾和黏膜等%免疫细胞包括巨噬细胞和淋巴细胞%免

疫活性因子包括抗体*溶菌酶*补体*免疫球蛋白*细

胞因子等%当机体受到外来毒素侵袭时%

'

个部分的免

疫物质会通过协同作用发挥机体防疫功能)

单核
.

巨噬细胞系统在机体免疫系统中占有很重

要的作用%担负着机体非特异性的防御功能%其组成

有单核细胞和巨噬细胞%其主要功能是吞噬和杀灭病

原菌*对细菌毒素进行灭活*抗原递呈作用及释放干

扰素和白细胞介素等细胞因子%参与细胞免疫'

$1

(

%因

此%巨噬细胞的吞噬指数
g

和吞噬系数
!

是反映机体

非特异性免疫功能的重要指标)实验结果发现%高剂

量依肝达#

$-

V

"

5

V

$能提高吞噬指数
g

及吞噬系数
!

%

与模型组比较差异有统计学意义#

O

$

%&%;

$%提示依
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期



肝达能提高巨噬细胞的吞噬功能)

免疫球蛋白包括
K

V

f

*

K

V

R

*

K

V

B

*

K

V

Q

*

K

V

E

%主要

存在于血液及组织液当中)当机体被病原微生物等

抗原刺激后%免疫球蛋白会与抗原生成抗原
.

抗体复合

物%能有效阻断病原体的致病作用'

$'

(

)其中
K

V

E

是

机体体液免疫应答中最早合成和分泌的抗体%在机体

特异性免疫中起到重要作用%它的变化能及时体现
G

细胞活性状况%是反映机体免疫功能的重要指标之

一'

$0

(

)实验结果发现%依肝达高*中*低剂量组均能提

高免疫抑制小鼠
K

V

E

水平%与模型组比较差异有统计

学意义#

O

$

%&%$

$%结果提示依肝达能增加免疫球蛋

白
K

V

E

水平)

补体系统是体内非特异性免疫系统的重要组成

部分%

F'

是补体经典激活途径*替代激活途径和凝集

素激活途径都必要的枢纽成分%在血清中诸补体成分

中水平最高'

$;

(

)

F0

在血清中诸补体成分中水平仅次

于
F'

%是参与补体传统途径活化的成分%合成于肝细

胞和巨噬细胞)

F0

在激活补体%促进吞噬%防止免疫

复合物沉淀和中和病毒等方面发挥作用)实验结果

发现依肝达高*中*低剂量组均能提高免疫抑制小鼠

补体
F'

水平%与模型组比较差异有统计学意义#

O

$

%&%$

$%但对
F0

水平无影响)

迟发型超敏反应是抗原诱导引起的细胞性免疫

应答%当效应
?

细胞与特异性抗原结合反应%引起的

以单核细胞浸润和组织损伤为主要特征的炎性反应)

此超敏反应发生与抗体和补体无关%而与效应
?

细胞

和吞噬细胞及其产生的细胞因子或细胞毒性介质有

关)实验结果发现%依肝达高剂量组能提高免疫抑制

小鼠左*右耳质量差值%与模型组比较差异有统计学

意义#

O

$

%&%;

$%提示依肝达能增强免疫抑制小鼠迟

发型超敏反应)

脾淋巴细胞是体内免疫活性细胞%其增殖和分化

能力是评价机体细胞免疫功能的重要指标之一)脾

脏中
?

淋巴细胞是重要的免疫活性细胞%它能被有丝

分裂原
F",R

所激活并向淋巴母细胞转化%在转化过

程中
BSR

*

<SR

及蛋白质合成增加%使细胞分裂增

殖%测定体外脾淋巴细胞转化功能是研究细胞免疫功

能的重要手段'

$)

(

)实验结果发现%依肝达高*中*低的

剂量组均能促进免疫抑制小鼠脾淋巴细胞的增殖%与

模型组比较差异有统计学意义#

O

$

%&%$

$)

综上所述%壮药依肝达能提高免疫抑制小鼠的免

疫功能%其作用主要包括提高
K

V

E

水平%增强巨噬细

胞的吞噬功能%提高补体
F'

水平%增强迟发型超敏反

应及脾淋巴细胞增殖活性)
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